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© Souches de levures transformdes de manlere & poss6der une resistance au stress et/ou un 
pouvolr fermentatlf am6lior€. 

© Des souches de levure transform£es ou modifies de manidre k poss£der une meilleure resistance au stress 
et/ou un mgtabolisme des sucres diff4rents sont d£crites. Elles poss&dent par rapport h une souche non 
transform^, une modification d'au moins un de leurs syst&mes g£n£raux senseurs de glucose composes au 
moins : 

- d'une proline ayant une fonction de senseur general de glucose cod£e par le gfcne GGS1 ou un g&ne 
similaire ; 

- d'une proline transporteur membranaire (permease) du glucose & faible affinity 

- d'un sucre kinase. 

La modification d'au moins un des g&nes GGS1 ou de ses alleles ou des g&nes ayant, au moins 
partiellement, la m§me fonction que ce gfene GGS1, et/ou de leur promoteur, et/ou de leur sequence 3'- 
flanquante, confere h la souche transform^ des nouvelles propriety pour sa production et/ou son utilisation 
comme levure & usage industriel. 
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O main d I'inv ntlon 

La pr€s nte invention st relative aux souches d levur transformees de manure k ce qu'elles 
poss&d nt une resistance au stress ameiioree ou un m^tabolisme des sucres different, comme par exemple 

5 un pouvoir fermentatif ameiiore. La presents invention vise des transformations de souches de levure, ainsi 
que les outils (vecteurs) n^cessaires k ces transformations. La prSsente invention, vise en tant que produit 
nouveau, les nouvelles souches de levure plus r£sistantes au stress et/ou ayant un metabolisme des sucres 
different comme, par exemple.un pouvoir accru de transformation des sucres simples tels le glucose, 
obtenues par lesdites transformations, ainsi que les nouvelles levures de panification, de brasserie, de 

70 viniftcation et de manfere generate toutes les biomasses composes de levures obtenues k partir desdites 
nouvelles souches. 

Description de Part anterleur 

75 Les levures de type Saccharomyces cerevisiae sont utilises comme agent de fermentation des pates 
en boulangerie. Leur activity fermentative repose sur leur capacity k produire du dioxyde de carbone k 
partir des sucres presents dans la pate ou ajoutes k celle-ci. Le pouvoir fermentatif est un critfere de quality 
important d'une levure de boulangerie. 

La recherche fondamentale menee au cours de ces derni&res ann£es a confirm^ que le trehalose a la 

20 propriete de proteger les structures biologiques (prolines, membranes, organelles, cellules enti&res) des 
stress exerc^s sur les organismes. Une correlation etroite existe entre une teneur eievee en trehalose des 
levures de panification et, d'une part, leur bon niveau de resistance au stress, par exemple pendant le 
s^chage, et, d'autre part, la preservation de leur pouvoir fermentatif au cours de la congelation. 

A I'heure actuelle, les precedes de production de levure de boulangerie sont menes de fagon k obtenir 

25 des levures dont la teneur en trehalose soit suffisamment eievee (10 k 25% par rapport au poids sec), pour 
assurer une bonne stability des cellules k la conservation. Mais, d'une part, la recherche de levures riches 
n trehalose n'est pas compatible avec I'obtention de levures irks riches en proteines et, d'autre part, au 
moment ou Ton utilise la levure, le trehalose est rapidement mobilise (catabolise) et ce. dfes le debut de la 
f rmentation de la pate. II en resulte une perte de resistance au stress importante des levures, qui 

30 constitue, par exemple, un inconvenient majeur si la pSte est stockee sous forme congeiee car le stress de 
la congelation entratne une importante perte du pouvoir fermentatif de la levure au sein des pStons 
congeies. De mani&re generate, tout precede ou toute manipulation entratnant une diminution de la vitesse 
de mobilisation du trehalose de la levure pendant la fermentation confere un avantage commercial 
indeniable. 

35 Sur un plan structure!, la teneur en trehalose de la levure est dependants de la tr6halose-6-phosphate- 
synthetase/phosphatasej'enzyme responsable de la synthase du trehalose, et de I'activite de la trehalase, 
I'enzyme responsable de I'hydrolyse du trehalose. L'existence d'autres proteines affectant specifiquement 
le metabolisme du trehalose n'a pas encore ete etablie. Cependant, il est bien connu que I'activite de la 
proteine kinase AMP cyclique dependante a une influence considerable sur la teneur en trehalose de la 

40 levure, au moins et peut-etre de manure non-exclusive, par son effet d'activation de la trehalase. Une 
activite eievee de la proteine kinase provoque une activite eievee de la trehalase et des teneurs en 
trehalose faibles alors qu'une activite peu eievee de cette meme enzyme se traduit par une activite plus 
faible en trehalase et une teneur plus eievee en trehalose. 

Le mecanisme provoquant la mobilisation du trehalose pendant la fermentation est complexe. Les 

45 sucres fermentescibles induisent la mobilisation du trehalose apparemment en provoquant I'activation de la 
trehalase et reactivation de la trehalose-6-phosphate-synthetase/phosphatase, par I'intermediaire de si- 
gnaux regulateurs. Toutefois, la mobilisation du trehalose provoquee par les sucres fermentescibles seuls 
n'est qu'un phenom£ne transitoire. En absence de sources d'azote, les cellules commencent k utiliser le 
sucre present dans le milieu pour synthetiser k nouveau du trehalose. En presence de sources d'azote, le 

so trehalose est degrade de mani&re complete et permanente. Ceci est dO k la fois k la stimulation induite par 
la source d'azote de I'activation de la trehalase et de reactivation de la tr£halose-6-phosphate- 
synthetase/phosphatase. II est par ailleurs connu que I'effet de la source d'azote requiert la presence de 
sucres fermentescibles dans le milieu de culture. Le mecanisme exact de I'effet complexe selon lequel la 
fermentation induit la mobilisation du trehalose n'est toujours pas eclairci, notamment en ce qui concerne la 

55 nature des signaux de regulation, specifiques ou non. 

En general, le role principal de la levure dans des procedes de fermentation est de produire du dioxyde 
de carbone et de rethanol. Comme mentionne ci-dessus, la production de dioxyde de carbone par la levure 
de boulangeri provoque la levee de la p§te, tandis qu les I vures de brasserie, de vinification et autres 
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produisent de rethanol dans I moOt vinique, brassicole ou les autres substrats fermentescibles. Dans tous 
les cas, un tevure ayant une capacity d f rmentation plus 6\ev6e rdduit le temps n^cessaire h la 
realisation de la fermentation V u permet la conduit de celle-ci avec moins d levure. L'Sthanol et le 
dioxyde de carbone sont formes par les I vures & partir de glucides par la voie d la glycolyse. Aujourd'hui, 

5 la recherche de retape limitante de la conversion du glucos en ethanol et dioxyd d carbone par les 
levures est un sujet controversy. La surexpression des genes codant pour les enzymes glycolytiques dont 
on pense qu'elles sont ou pourraient etre des Stapes limitantes de la glycolyse, n'augmente pas la vitesse 
de fermentation. Apparemment, retape limitante de la glycolyse se situe h un autre niveau et notamment au 
niveau des systemes de transport membranaire. Ceci est en accord avec certaines observations montrant 

10 qu'en situation de carence d'azote, le transport transmembranaire du glucose et le flux glycolytique 
d^croissent simuttan^ment. 

Des cellules de Saccharomyces cerevisiae se d£veloppant sur des sources de carbone non fermentes- 
cibles, comme le glycerol ou rethanol, reagissent & I'addition de glucose ou de sucres ais6ment 
fermentescibles avec une remarquable diversity d'effets regulateurs (Thevelein JM 1988, Exp. Mycol., 12, 

75 pp. 1-12 ; Thevelein JM 1991, Mol. Microbiol., 5, pp. 1301-1307). Dans un premier temps, il apparait des 
effets rapides post-traductionnels comprenant : 

- la stimulation de la voie RAS-ad^nylate-cyclase, du turnover du phosphatidylinositol, de la synthase 
du fructose-2,6-bisphosphate ; 

- la stimulation de I'entrSe et de la sortie du calcium, accompagnge d'une augmentation transitoire 
20 nette du niveau intracellular de Ca 2+ ; 

- I'activation de la tr£halase ; 

- ractivation de rH + -ATPase membranaire ; 

- I'inactivation de la f ructose-1 ,6-bisphosphatase (Fbase), de la malate dehydrogenase, de Tisocitrate 
lyase, de la phospho£nolpyruvate carboxykinase ; 

25 - i'inactivation du transport du glucose par le systeme h haute affinity, du transport du galactose et du 
maltose. 

Dans un second temps, des effets plus tardifs, exerc£s au niveau de la transcription des genes, sont 
induits comprenant : 

- I'effet de repression bien connu du glucose sur la respiration des mitochondries, sur la glucon£ogen&- 
30 se et sur plusieurs autres systemes comme ceux du transport et du catabolisme des glucides 

metabolises plus lentement ; 

- la repression par le glucose des gfcnes CTT1, UBI4, SSA3 ou HSP12 ; 

- reduction par le glucose de divers genes glycolytiques comme le g§ne PDC codant pour la pyruvate 
decarboxylase ; 

35 - induction par le glucose de la synthase des ARN ribosomaux et de la synthase des proteines. 

Jusqu'& ce jour, pour induire tous ces effets regulateurs, la seule etape n£cessaire connue, probable- 
ment commune k tous les effets induits par le glucose, est la phosphorylation du glucose. 

Par ailleurs, il a 6X6 ctemontre" que le mutant fdpl de la levure (deficient dans sa capacity h desactiver 
la fructose diphosphatase) est egalement deficient dans I'activation induite par le glucose de la voie RAS- 

40 adenylate cyclase. Ce mutant est incapable de crottre sur des sucres fermentescibles (glucose, mannose, 
saccharose) mais il n'est deficient dans aucune des enzymes de la glycolyse. (-'addition de sucres 
rapidement fermentescibles & des cellules du mutant fdpl, cultivees pr6alablement sur des sources de 
carbone non fermentescibles, provoque une diminution rapide de I'ATP et une hyperaccumulation intracellu- 
laire de sucres phosphoryies (Van de Poll KW, Kerkenaar A & Schamhart DHJ 1974, J. Bacteriol., 117, pp. 

45 965-970 ; Van de Poll KW & Schamhart DHJ 1977, Mol. Gen. Genet., 154, pp. 61-66). 

Recemment un gene supresseur retablissant la croissance du mutant fdp 1 sur sucres fermentescibles a 
ete isoie et nomme FPS1. Ce gene ne retablit neanmoins pas les deficiences de regulation du mutant fdpl, 
ni au niveau des signaux AMP cyclique induits par le glucose, ni au niveau de I'inactivation de la fructose- 
1 ,6-diphosphatase. Le supresseur FPS1 ne retablit pas la teneur tres faible en trehalose du mutant fdpl - 

so (Van Aelst L, Hohmann S, Zimmermann K, Jans AWH & Thevelein JM 1991, EMBO J., 10, pp. 2095-2104). 

Brdve description de I'invention 

La presente invention decrit un procede d'obtention de souches de levure ayant, sous toutes conditions, 
55 au moins Tune des proprietes suivantes : 

- un plus haut niveau de base en trehalose ; 

- une vitesse de mobilisation reduite du trehalose ; 

- une resistance au stress plus importante ; 
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- un metabolism differ nt des sucres et notamment una capacity d'utilisation des sucres plus 6\ev6e ; 
et les souches obtenues par ce precede. 

Ce precede consists k transformer au moins un des systemes gSn^raux senseurs de glucose desdites 
souches et notamment un de leurs g&n s GGS1 ou tout autre g&n similaire. 
s Au sens de Tinvention, le systems appeie senseur general d glucose dans I s levures est un syst&me 
compose d'au moins : 

- une proline transporteur membranaire (permease) du glucose ; 

- une sucre-kinase ; 

- une proline ayant une fonction de senseur general de glucose, codde par le g6ne GGS1 ou tout 
io autre g6ne ayant une fonction similaire, le g&ne GGS1 etant ci-aprfes pr6cis£ment d^crit. 

Cette derni&re proline a deux principales fonctions : 

- d'une part la regulation de Centre du glucose dans les cellules de levure ; 

- d'autre part Tactivation d'un certain nombre de signaux conduisant aux changements metaboliques 
induits par la presence de glucose, dont notamment les signaux commandant la synthase du 

75 trehalose, sa mobilisation ou sa degradation ; des signaux commandant probablement d'autres 

mgcanismes de r^ponse au stress et des signaux agissant sur le catabolisme d'autres glucides 
comme le fructose, le galactose, le maltose ou le saccharose. 
En effet, il a £t£ v£rifi6 que le produit du g&ne GGS1 de Saccharomyces cerevisiae joue un rdle crucial 
dans le controls du metabolisms du carbone dans la levure. Sa deletion entraTne une reduction du niveau 
20 de trehalose, une reduction simultanee de la resistance au stress et une augmentation de Pentree du 
glucose dans les cellules de levure. (.'expression du g&ne GGS1 est reprimee pendant la fermentation par 
Taction combines de la source de sucres fermentescibles et de la source d'azote presentes dans le milieu 
de culture. Par ailleurs son expression semble augments sous Taction de stress comme Taugmentation de 
la temperature. 

25 La presente invention concerne une souche de levure transformee de man id re k posseder une 
resistance au stress et/ou un metabolisms des sucres different, comme notamment un pouvoir fsrmsntatif 
ameiiore, caracterisee par le fait d'une part, que cette souche poss&de par rapport k une souche non 
transformee (dite de type sauvage) une modification d'au moins un de ses systemes generaux senseurs de 
glucose compose au moins : 

30 - d'une proteine ayant une fonction de senseur general de glucose codes par le g6ne GGS1 ou un 
g^ne similaire; 

- d'une proteine transporteur membranaire (permease) du glucose k faible affinite ; 

- d'une sucre kinase. 

t, d'autre part, par le fait que la modification du ou des genes codant pour ces proteines et/ou de leur 

35 promoteur et/ou de leur sequence 3'-flanquante confers k la souche transformee de nouvelles proprietes 
pour sa production et/ou son utilisation comme levure k usage industries 

Suivant une particular^ de Tinvention, la souche de levure transformee poss&de, par rapport k la 
souche non transformee, une modification d'au moins un de ses genes GGS1 ou de ses alleles ou des 
g^nes ayant au moins partiellement la meme fonction que ce ou ces genes GGS1 ou une modification de 

40 I ur promoteur ou de leur sequence 3'-flanquante. 

Dans une forme de realisation particuliere, la souche de levure transformee results du fait qu'un ou 
plusieurs genes GGS1 ou ses alleles ont ete mis sous promoteur constitutif rendant son expression au 
moins partiellement independante de toute regulation par le glucose et/ou par Tazote presents dans le 
milieu de culture ou tout autre promoteur, comme les promoteurs forts, inducibles ou conditionnels. 

45 Suivant un developpement de Tinvention, la souche de levure transformee est caracterisee en ce qu'au 
moins un g£ne GGSf, son promoteur ou sa sequence 3'-flanquante est mute, de manidre k ce que sa 
mutation entraTne specifiquement une activation de la synthase du trehalose et/ou une inactivation au moins 
partielle de la mobilisation du trehalose. Par exemple, des mutations du gene GGS1 peuvent §tre conduites 
dans ce but par mutagendss dirigee, soit en supprimant par deletion les sites de phosphorylation reconnus 

50 par les systemes de regulation dependant de TAMP cyclique, de la proteine codes par GGS1, soit par des 
manipulations genetiques specifiques de la region 3' du gene GGS1, afin de prevenir la degradation de 
TARN messager induite par les nutriments. 

La mutation du gene GGS1 est de preference identique k cells de son allele ggs1-3. 
possibl , par sa surexpression, la formation d'une teneur plus eieve n trehalose, sans effets secondares 

55 sur le metabolisms des sucres, par exemple sur la vitesse de fermentation. 

La souche de levure transforme est notamment plus resistante au stress que la souche non 
transformee, soit qu'elle acquiert dans les m§mes conditions de culture une plus grande resistance au 
stress, soit que la perte de sa resistance au stress st retardee, soit qu'elle cumule ces deux proprietes. Sa 
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resistance au stress est independante ou moins d6pendante du glucose et/ou de I'azote presents dans son 
milieu de culture ou de f rmentation. 

La resistance d s levures au stress est ddfinie c mme la resistance des levur s aux phenomfcn s tels 
que 1'augmentation de pression osmotique, ('augmentation d temperature, le s6chage ou la congelation, 
5 phenomfenes qui altferent ia viability des cellules et leur vitesse de transformation des sucres comme le 
glucose, le fructose, le saccharose, le maltos ou le galactose. Une amelioration de la resistance au stress 
se traduit pour les cellules de levure (et les biomasses de levures) par au moins Tune des proprietes 
suivantes : 

- meilleure resistance au sechage ; 

10 - meilleure resistance & la pression osmotique, notamment dans les pates sucrees ; 

- meilleure resistance & la congelation ; 

- meilleure survie dans les p§tes boulang&res congeiees. 
Ces propri6tes pouvant se trouver combinees entre elles. 

Dans une autre forme de realisation de Pinvention, I'un au moins des complexes g£n<§raux senseurs de 

16 glucose est modifie de manfere h permettre une entr6e plus rapide du glucose mais k une vitesse telle que 
la glycolyse est assur6e. Cette entree plus rapide du glucose peut £tre, par exemple, obtenue par deletion 
du gfcne GGS1 ou d'un autre gfene similaire. L'equilibre entre la vitesse d'entr6e du glucose et la glycolyse 
peut §tre assume, par exemple, en surexprimant ou en renforgant par augmentation du nombre de copies, 
les genes de la glycolyse ou les g£nes codants pour des transporters de phosphate, ou tout autre g&ne 

20 intervenant dans le metabolisms des glucides, dans les souches de levures dont au moins un complexe 
general senseur de glucose a ete transforme dans le but d'accroltre la glycolyse. Le gfene FPS1 dont il est 
interessant de renforcer I'expression dans ce cadre, semble coder pour un transporter de phosphate. 
Selon une autre alternative, des transformations du g£ne GGS1 ou de tout autre composante du complexe 
senseur general de glucose, comme des changement de promoteurs, des mutations ponctuelles peuvent 

25 §tre introduces de sorte que I'effet limitant de I'entree du glucose soit moins important, provoquant de ce 
fait (ou en combinaison avec une ou plusieurs des manipulations decrites ci-dessus) une augmentation du 
m6tabolisme des sucres, notamment de la fermentation. Les souches ainsi transformees pr6sentent par 
rapport h des souches non transformees une augmentation de leur activity fermentative caracterisee par la 
vitesse de transformation des sucres presents en ethanol et dioxyde de carbone et/ou un rendement de 

30 croissance ameiiore. 

Est egalement inclus dans la pr6sente invention, toute modification du senseur general de glucose et 
notamment du gfene GGS1 afin de modifier les contr6les exerces sur le systfcme RAS-adenylate cyclase, le 
turnover du phosphatidylinositol, l'H + -ATPase, I'inactivation proteolytique de la f ructose-1 ,6-bisphosphatase 
(Fbase), la voie principale de la repression glucose, I'entree de K + , Pinduction de la pyruvate d6carboxyla- 

35 se, les sysfemes de regulation induits par I'azote, les signaux de regulation commandant les metabolismes 
des sucres. On obtient ainsi des souches dont la transformation du systfeme general senseur de glucose est 
dirig6e de manifere h obtenir un changement specifique des signaux de regulation induits par la presence 
de glucose et/ou des signaux de regulation commandant le metabolisme des sucres. 

Est egalement inclus dans la presente invention r utilisation du g&ne GGS1 ou de Tun de ses alfeles 

40 place sous le contr6le d'un promoteur constitutif comme marqueur de selection dominante positif pour la 
transformation des levures (par exemple levures industrielles) bas6e sur ('augmentation de la resistance au 
stress provoqu6e par leur surexpression. Le test de resistance au stress peut consister a faire subir & une 
culture de cellules un choc thermique de 50 *C pendant 10 minutes au bain-marie, puis k refroidir 
rapidement la culture sur glace et enfin k effectuer un denombrement des survivants. 

45 L'invention vise des methodes pour obtenir les souches d6sirees par des moyens classiques. c'est-S- 
dire sans avoir recours aux recombinaisons genetiques par ADN transformant. 

La souche de levure transformee est avantageusement une souche de Saccharomyces cerevisiae . Elle 
est de preference une souche de levure de panification. 

L'invention concerne egalement Putilisation de souches de levure transformees pour la production 

50 d'alcool et la production de boissons, de melanges nutritionnels, de proteines heterologues et de biomasse 
de levures. 

Les souches de levure de panification obtenues et les levures de panification obtenues avec ces 
levures poss£dent Tune des caracteristiques suivantes par rapport & la souche non transformee cultivee 
dans les m§mes conditions : 
55 - m illeure resistance au sechage; 

- meilleure resistance aux chocs osmotiques, notamment dans les pates sucrees; 
* meilleure resistance a la congelation; 
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- meill ur survie dans les p£t s boulang£res congeie s ou d prefer nee plusieurs de ces caract^risti- 
ques. 

Les souches d I vure obtenues pnSsentent un metabolisme different des sucres et en particutier une 
transformation d s sucres plus rapide, ce qui est important economiquement. Si cette transformation des 
5 sucres est une multiplication des levures avec apport d'oxyg&ne, plus la biomasse n6cessaire comme 
levure de panification, de brasserie, de distillerie, de vinification, comme levure-aliment ou dietetique, pour 
la production de prolines heterologues, sera produite dans un temps court. Si cette transformation des 
sucres par les levures est une fermentation produisant de I'ethanol et du dioxyde de carbone, c'est-&-dire 
par exemple une fermentation panaire, brassicole, vinique ou cidricole, plus cette fermentation sera courte. 

10 Par ailleurs, il peut §tre int^ressant de modifier le metabolisme d'un sucre donne dans un but donne, par 
exemple pour commander certaines synthases. 

L'invention vise enfin plus particul&rement des nouvelles souches de levure de panification et notam- 
ment des nouvelles souches de levure fralches et s£ches de panification. Elle vise notamment les levures 
fratches trbs actives, c*est-&-dire k haut pouvoir fermentatif, contenant au moins 55% de prolines brutes (N 

75 x 6,25) et au moins 10% de trehalose, c'est-&-dire des levures s&ches conservant bien et pouvant §tre 
sechees sans perte de force fermentative importante. L'invention vise egalement les nouvelles levures 
s&ches correspondantes. L'invention vise de nouvelles levures de panification r£sistantes k la congelation et 
plus particuli£rement des souches et des levures de panification gardant un niveau de trehalose suffisant. 
m§me apr&s un premier depart en fermentation lors de ('incorporation des levures dans les p§tes 

20 congeiees. La resistance au sdchage, par exemple pour I'obtention de levures s&ches trfes actives, et la 
resistance k la congelation sont des proprietes importantes pour les levures de panification, mais aussi pour 
les levures de vinification, pour les levures de brasserie. Toutes ces levures d'ensemencement ont et auront 
de plus en plus besoin d'etre conserves et transposes et d'etre soumises k des stress comme, par 
exemple, le sSchage ou la congelation. Dans leurs conditions d'utilisation, elles peuvent §tre soumises k un 

25 choc osmotique, par exemple en panification, lorsque les levures sont incorpor€es dans des p§tes sucrges. 
L'espfece de levure en cause dans toutes ces fermentations est le plus souvent Saccharomyces cerevisiae. 

Ces particularites et details de l'invention ainsi que d'autres ressortiront de la description d€taill€e des 
formes de realisation particulferes et des exemples d£crits ci-dessous en faisant reference aux dessins ou 
figures ci-joints, dans lesquels : 

30 - la figure 1 est la sequence nucieotidique du gfene GGS1 comprenant le promoteur, la partie codante 
et la sequence 3' flanquante. La sequence deduite d'acides amines du produit d'expression du gfene 
GGS1 est egalement indiquee. 

- la figure 2 donne un shema de construction de la deletion de GGSf par recombinaison homologue. 
Un fragment Sall-Bglll du gkne GGS1 est deiete in-vitro puis remplac6 par le marqueur LEU2. La 

as construction resultante a ete echangee dans le genome avec le g&ne originel de type sauvage GGS1, 

apr&s digestion par Sail et Bglll et transformation par le fragment d'ADN lineaire d'une souche de 
levure Ieu2. Les enzymes de restriction sont ainsi designees : B : BamHI; Bg : Bglll; E : EcoRI; H : 
Hindlll; S : Sail; Sa : Sau3A; Sc : Sad; Sp : Sphl. 

- la figure 3 est un mod&le illustrant le fonctionnement du complexe general senseur de glucose d'une 
40 levure. Dans les cellules de type sauvage, I'entree du glucose est contrdiee et assume par un 

complexe forme (au moins) d'un transporter de glucose k faible affinite, d'une sucre kinase, et du 
produit d'expression du gfene GGS1. Ce complexe a deux fonctions principales. La premiere consists 
k restreindre et k reguler I'entree du glucose. La seconde consiste k activer toute une serie de voies 
de signalisation et probablement toutes les voies de signalisation induites par le glucose. Dans les 

45 mutants gg$1 (gg$1-1-fdp1 ; gg$1-3-byp1) le complexe est totalement ou partiellement non 

fonctionnel. L'entree du glucose n'est plus limitee, ce qui provoque une hyperaccumulation intracellu- 
laire rapide de sucres phosphoryies avec une diminution concomitante du niveau d'ATP. L'activation 
des voies de signalisation par le glucose est perdue. La restauration de la croissance par le g6ne 
supresseur FPS1 est probablement due k la ^constitution du pool de phosphate intracellular par 

so transport de phosphate extracellulaire. 

- la figure 4 illustre I'expression de GGS1 pendant la croissance diauxique de la souche M5 de type 
sauvage sur milieu glucose-ethanol (recherche des ARN messagers par la technique d'hybridation 
d'ARN sur membrane dite Northern Blot). Bande 1 : ARN messagers extraits aprfcs 7 heures de 
culture (cellules n phase expon ntielle de croissance sur milieu contenant du glucose); bande 2 : 

55 Aprfcs 11 heures (cellules en phase de transition, aprfes epuisement du glucose) et bande 3 : Apr&s 14 

heures (cellules en phase exponentiell de croissance sur rethanol produit k partir du glucose). La 
band URA3 sert de temoin d'hybridation. 
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- la figure 5 illustre r expression de GGS1 (recherche des ARN messagers par Northern Blot) dans des 
cellules en phase exponentielle de croissance (souche sauvage M5) dans un milieu d culture 
contenant du glycerol (bande 1) ou du glucose (bande 2). La band URA3 sert de tdmoin d'hybrida- 
tion. 

5 - la figure 6 illustre I'expr ssion du gene GGS1 (recherche des ARN messagers par Northern Blot) dans 
la souche d type sauvag M5, n situation de carence d'azot puis apres ^addition d'un source 
d'azote dans le milieu de culture. Bande 1: ARN messagers de cellules en phase exponentielle de 
croissance sur milieu de culture complet contenant du glucose ; Bande 2 : Apres 30 minutes de 
carence en azote ; Bande 3 : Apres 24 heures de carence en azote ; Bande 4 : 10 minutes apres 

10 ^addition d'asparagine 10 mM ; Bande 5 : 60 minutes apres ^addition de d'asparagine 10 mM. 

Remarque : ('abbreviation mM signifie millimole/litre. 

- les figures 7a et 7b illustrent la cartographie des vecteurs r^plicatifs ou integratifs portant le gfene 
GGS1 sous le contrdle des promoteurs forts des genes PDC1 ou PGK : (a) Vecteurs contenant le 
gene marqueur d'auxotrophie LEU2 ; (b) Vecteurs contenant le gene marqueur d'auxotrophie URA3. 

75 Les positions relatives des divers sites de restriction sont indiqu6es sur les vecteurs ( par exemple 

EcoRI, BamHI, Narl, Kpnl...). 

- la figure 8 montre un diagramme dont la courbe d£crit la variation de la teneur en trehalose en 
fonction du temps dans trois souches de levures transformers : Souche M5 contenant YEplac105 (•), 
YEp195PDC1/GGS1 (o) ou Ylp21 1 PGK/GGS1 (a). 

20 

Description d£taill6e 

Le mutant de levure gg$1- 1 
des sources de carbone fermentescibles et n'accumule pas de trehalose lorsqu'il est cultive* sur des 

25 sources de carbone non fermentescibles. La croissance sur des sources de carbone fermentescibles peut 
§tre rStablie par ('introduction d'un plasmide portant un gene supresseur appele* FPS1, sans r6tablir les 
niveaux normaux de trehalose dans le mutant. Un autre allele de GGS1, gg$1-3 
byp1-3)a 6x6 \so\6 dans des souches inaptes k croltre sur glucose et privies de Tun des deux genes 
codant pour les sous-unit6s catalytiques de la phosphofructokinase (Breitenbach-Schmitt I, Schmitt HD, 

30 Heinisch J & Zimmermann FK, 1984, Mol. Gen. Genetics, 195, pp. 536-540). La mutation gg$1-3 

provoque une phase de latence importante lors de la culture sur des sources de carbone fermentescibles, 
sans affecter sensiblement le niveau de trehalose (Tableau 1A). 

Le criblage d'une iibrairie g£nomique de levure construite dans le plasmide multicopie YEp13 (Broach 
JR, Strathern JN & Hicks JB 1979, Gene, 8, pp. 121-133) pour la selection des clones qui complemented la 

35 mutation ggsl- 1 

(Sengstag C & Hinnen A 1987, Nucleic Acids Research, 15, pp. 233-246) pour la selection des clones qui 
comply men tent la mutation ggsl— 3, 

Ce gene r€tablit la croissance sur des sources de carbone fermentescibles ainsi que les d£fauts de 
regulation des deux mutants ggs1-1e\ ggsl- 3, lorsqu'il est clone* avec Tun ou I'autre des vecteurs 

40 monocopie ou multicopie. 

Le gene GGS1 a 6x6 sequence* completement sur les deux brins. La sequence complete (promoteur, 
partie codante et sequence 3' flanquante) est montr£e dans la figure 1. Une comparaison avec les 
sequences d'ADN prdsentes dans les bases de sequences de gene de I'EMBL (European Molecular 
Biology Laboratory, Postfach 10.2209 D-6900 Heidelberg) et GENBANK (Bolt Beranek and Newman Inc., 10 

45 Moulton street, Cambridge MA 02238, USA) a montre* que ce gene avait 66\k 6x6 sequence" ant§rieurement 
sur un fragment contenant le gene VMA2 codant pour une sous-unite* de TH + -ATPase vacuolaire (Nelson H, 
Mandiyan S & Nelson N 1989, J. Biol. Chem., 264, pp. 1775-1778). Cependant les nombreuses differences 
constates entre la sequence publico et la sequence 6tablie dans la figure 1 , explique pourquoi ces auteurs 
n'ont pas d^tecte* la partie codante du gene GGSL 

so La pr£sente sequence est en majeure partie identique & celle du gene CIF1 (Gonzalez Mi, Stucka R, 
Blazquez MA, Feldmann H & Gancedo C 1992, Yeast, 8, pp. 183-192). Le mutant cifl est un autre allele de 
GGS1 poss£dant un phdnotype de rdvertant partiel de ggsl -1. En effet, les mutants cifl croissent sur 
glucose mais pas sur fructose (Navon G, Shulman RG, Yamane T, Eccleshall TR, Lam K-B, Baronofsky JJ 
& Marmur J 1979, Biochemistry, 18, pp. 4487-4499). 

55 La sequence de la proline cod£e par GGS1 (d£duite de la sequence nucl^otidique du gene) ne 
present aucune homologie av c d'autres prolines de fonction connu . Elle contient deux sites possibles 
de phosphorylation par la proline kinase AMP cyclique dgpendante, en particulier aux positions 270 
(KKES") et 411 (KKGS*). Ceci semble indiquer que le produit du gene GGS1 est aussi contrdle* et inactive* 
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par phosphorylation. 
Les allel s ggsl- 1 

F & Fink GR 1983, Methods in Enzymology, 101, pp. 211-218). Dans ce but, le plasmide Ylplac211 (Gietz 
RD & Sugino A 1988, Gen , 74, 527-534) a 6t6 utilise* en y integrant le g&ne GGS1 port6 par un fragment 
5 Hindlll-BamHI de 4,6 kb. II conti nt un seul site de restriction Sphl dans sa sequence 3*-flanquant . 

Le plasmide a 6t£ linearise* par r nzym de restriction Sphl et transfeVe* dans la souche ggs1~1 
MV6807 (Van Aelst L, Hohmann S, Zimmermann FK, Jans AWH & Thevelein JM 1991, EMBO J., 10, pp. 
2095-2104) et la souche ggs1-3 

Zimmermann FK 1992, J. Bacterid. t 174, pp. 4183-4188). L'intggration monocopie a 6t6 contrdl£e par la 
70 technique d'hybridation d'ADN sur membrane dite Southern Blot. L'ADN chromosomique du transformant a 

alors 6t6 dig^re* par I'enzyme Hindlll afin de libeVer le plasmide int£gr£ en m§me temps que 1'allele mutant. 

Apres ligation, I'ADN a servi k la transformation d'Escherichia coli. Les plasmides resultants contenaient 

done le fragment Hindlll-BamHI de 4,6 kb avec les alleles des mutants ggsl- 1 

ont 6te" complement s£quenc£s sur les deux brins. L'allele gg$1- 1 
15 en position aa 64 au lieu d'un r£sidu glycine dans l'allele de type sauvage (GGS1), tandis que le l'allele 

ggsi-3 

de type sauvage. 

Des parties du gene GGS1 ont §te* d£l£t€es dans le genome de deux souches de levure haploHdes de 
laboratoire, SP1 (Toda T, Uno I. Ishikawa T, Powers S, Kataoka T, Broek D, Cameron S, Broach J, 

20 Matsumoto K & Wigler M 1985, Cell, 40, pp. 27-36) et une souche diploide, M5 (Hohmann S & 
Zimmermann FK 1986, Curr. Genet, 11, pp. 217-225), en appliquant la m^thode d^crite par Rothstein 
(1983, Methods in Enzymology, 101, pp.202-211). 

Un fragment BamHI-Hindlll de 4,6 kb a 6t6 sous-clone* dans le vecteur Ylplac21 1 (figure 2). Le plasmide 
Ylp211-GGS1B/H qui en r^sulte a 6t6 dige>6 par les enzymes de restriction Sail et Bglll pour d£l6ter 150 

25 paires de bases dans la partie codante de GGS1 (positions 874-1024) et la portion 66\6t6e a 6t6 remplac£e 
par un fragment de 2,6 kb Sall-Bglll deVive* du vecteur YEp1 3 qui contient le gene LEU2 de la levure. Cette 
construction a 6\6 dig6r6e par les enzymes de restriction BamHI et Hindlll pour libeVer I'insert contenant 
l'allele ggs1A::LEU2, intdgre* par transformation dans les souches SP1 ou M5 qui sont d^ficientes en 
leucine et permettre le remplacement de la copie ggnomique (ou de Tune des deux copies de la souche 

30 diploTde M5) de GGS1 par recombinaison homologue. La d£l£tion de GGS1 dans le genome a 6t6 contr6l£e 
t confirmee par Southern Blot sur les transformants prototrophes pour la leucine. Les souches obtenues 
apres delation de GGS1 dans la souche SP1 ont 6te* appel6es SP1 -ggsl A 

sporulation de la souche diploTde M5, dans laquelle une copie du gene GGS1 a 6t€ d€l£t£e, ont 6t6 
appel^es YSH6.5.-2A (descendant ayant le gene de type sauvage GGS1) et YSH6.5.-2D (descendant ayant 
35 le gene ggs 1A). 

Les transformants ggsl A ont un phSnotype qui ressemble k celui du mutant ggsl- 1 
pas sur des sucres fermentescibles de car bone (par exemple glucose, fructose, mannose et saccharose) 
mais croissent par contre sur des milieu de culture contenant du glycerol, du galactose et/ou du maltose, lis 
prdsentent une teneur fortement nSduite en trehalose (Tableau 1A). 
40 Tous les r^sultats du tableau 1 ont 6\& obtenus avec des souches cultivdes sur YPglyc6rol (2% de 
bactopeptone, 1 % d'extraits de levure et 3% de glycerol) et r£colt£es en phase stationnaire. La teneur en 
trehalose a 6*6 mesurSe par la m^thode de Neves (Neves MJ, Jorge JA, Frangois JM & Terenzi HF 1991, 
FEBS letters, 283, pp. 19-22), en utilisant la trghalase d'Humicola et le test glucose-oxydase/peroxydase. 

45 
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TABLEAU 1 : Teneur en trehalose 
des souches GGS1, ggsl-1, ggsl-3 et ggslA. 





Trehalose en 


Souches micromoles/g poids humide 


Tableau 1A. 




SP1 


4,30 


SPl-grgrsiA 




YSH6.5.-2A (GGS1) 


17,10 


YSH6.5.-2D (ggslA) 


1,70 


YSH3.131.-6A (ggsl-3) 


6,50 


Tableau IB. 




YSH6.5.-1C (ggslA) 


2,00 


YSH6 . 5 . -lC/YlpGGSl 


41,50 


YSH6 . 5 . -lC/Ylpggsl-1 


6,00 


YSH6 . 5 . -lC/Ylpggsl-3 


24,90 


Tableau 1C. 




S15-5B (tpklA tpJc2 wl tpk3A) 


15,40 


S15-5B-ggslA (tpklA tpJc2 wl tpk3A ggslA)0,10 


S22-5D (tpklA tpk2A tpJe3 wl ) 


13, 90 


S22-5D-ggslA (tpklA tpJe2A t 


pJc3 wl ggslA) 0.05 



L'ensemble de ces rdsultats indiquent que le produit du g6ne GGS1 poss&de une fonction cruciale tant 
pour le controle de I'entrge du glucose dans la cellule que pour assurer k la levure une teneur approprt€e 
en trehalose. Le fait que le mutant ggslA soit tout comme le mutant ggs1-1 

important de foncttons de regulations induites par le glucose, montre I'existence d'un systdme g£n€ral 
senseur de glucose. Le senseur g£n£ral de glucose a notamment une fonction de detection du glucose, 
cod£e par le g&ne GGS1. Le systfcme general senseur de glucose comporte au moins une proline de 
transport membranaire (permease) du glucose h faible affinity, une sucre kinase et le produit du g&ne GGS1 
comme illustr6 dans la figure 3. Le gfcne GGS1 a une double fonction : 

1) r£guler l'entr£e du glucose dans les cellules de levure. 

2) activer un certain nombre de voies de signalisation conduisant aux diffgrentes regulations induites par 
le glucose. Dans les mutants ggsl, le controle de i'entrde du glucose et de I'activation des voies de 
regulation est deficient. 

Afin de comparer I'effet des alleles mutants et de Tailzie sauvage de GGS1 dans le cadre d'un m§me 
patrimoine g6n6tique, c'est-&-dire la meme souche hote de depart, les plasmides Ylplac211 contenant 
gg$1-1, 

de M5 : YSH6.5.-1C, ce qui a abouti aux souches YSH6.5.-1C/YlpGGS1, YSH6.5.-1C/Ylpggs1-1 et YSH6.5.- 
1C/Ylpggs1-3. Les souches r£sultantes se comportent essentiellement de la memo mani&re que les mutants 
originaux. La ^introduction du gfcne GGS1 r^tablit le niveau d trehalose tandis que le clonag de Tailzie 
ggs1-3\e r£tablit n partie et qu I clonage de Tailzie ggs1-1 
mesur (tabl au 1B). 

Pour examiner si le faible niveau de trehalose dans les mutants ggsl A est une consequence de la 
suractivation du syst&me RAS ad^nylat cyclase/proteine kinase AMP cyclique d£pendante ou une 
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cons6qu nee plus direct de I'absence du produit du gene GGS/, on a introduit la deletion ggsIA de la 
meme maniere que celle d^crite pr6cedemment, dans deux souches pn§sentant une activity proline kinase 
AMP cyclique depend ante fort m nt r6duit . L s deux souches utilises ont 6x6 S15-5B (genotype : Mata 
hls3 feu2 ura3 trpl ade8 tpkl::URA3 tpk2* tpk3::TRP1) et S22-5D (genotype : Mata hi$3 Ieu2 trp1 

5 ade8 tpk1::URA3 tpk2::HI$3 tpk3*). Ces deux souches present nt des deletions en deux des trois genes 
TPK codant pour la sous-unite catalytique de la proline kinase AMP cyclique dependante et une mutation 
ponctuelle partiellement inactivante dans le troisieme gene (Nikawa J, Cameron S, Toda T, Ferguson KW & 
Wigler M 1987, Gene and Development, 1, 931-937). 

Dans ces deux souches, la deletion du gene GGS1 mene a un niveau de trehalose tr&s bas (tableau 

70 1C). Ceci indique le besoin sp^cifique en produit du gene GGS1 qu'exige la synthase du trehalose plut6t 
qu'un effet indirect issu de la voie de I'AMP cyclique. Des r£sultats rdcents montrent que dans les mutants 
de levure thermosensibles pour la synthase de I'AMP cyclique, les sources d'azote ou d'autres nutriments 
comme les phosphates ou les sulfates, sont toujours capables d'induire I'activation de la trehalase dans des 
conditions non permissives. Ces observations confirment Texistence d'un m£canisme autre que I'AMP 

75 cyclique implique dans I'induction de la mobilisation du trehalose. 

L'expression du produit du g&ne GGS1 a 6x6 6Xud\6e pendant le processus de fermentation dans deux 
souches non transformdes diff£rentes, la souche haploVde SP1 et la souche diplo'fide M5. Dans les deux 
souches, l'expression du gene GGS1 est faible pendant la fermentation, en particulier quand du glucose est 
present. Lorsque le glucose est epuise*. l'expression du gene augmente de manure significative et continue 

zo a progresser pendant plusieurs heures. Les r^sultats obtenus avec la souche M5 sont illustr£s par la figure 

4 : Bande 1 : ARN messagers extraits apres 7 heures de culture (cellules en phase exponentielle de 
croissance sur milieu contenant du glucose); bande 2 : Apres 11 heures (cellules en phase de transition, 
apres gpuisement du glucose) et bande 3 : Apres 14 heures (cellules en phase exponentielle de croissance 
sur I'ethanol produit a partir du glucose). Dans cette figure et la suivante la bande URA3 sert de t£moin 

25 d'hybridation. De maniere similaire, lorsque les hybridations par Northern Blot sont effectives pour estimer 
l'expression de GGS1 dans des cellules en phase exponentielle de croissance de la souche de type 
sauvage M5 cultivge sur milieu soit glucose, soit glycerol, le niveau depression de GGS1 (figure 5) est 
bien plus 6\ev6 dans les cultures effectives sur glycerol (bande 1) que dans les cultures effectives sur 
glucose (bande 2). 

30 De plus, I'effet de I'azote sur l'expression de GGS1 a pu §tre etudie en presence de sucres 
fermentescibles. La carence d'azote provoque une augmentation rapide (en moins de 30 minutes) et 
importante du niveau d'ARN messagers de GGS1. Une nouvelle addition d'azote provoque une diminution 
trfcs rapide (en moins de 10 minutes) du niveau d'ARN messagers de GGS1. Ceci est il lustre* par la figure 6 
avec : Bande 1 : ARN messagers de cellules (souche M5) en phase exponentielles de croissance sur milieu 

35 d culture complet contenant du glucose ; Bande 2 : Apres 30 minutes de carence en azote ; Bande 3 : 
Apres 24 heures de carence en azote ; Bande 4:10 minutes apres ^addition d'asparagine 10 mM ; Bande 

5 : 60 minutes apres ^addition d'asparagine 10 mM. 

Ainsi il apparatt une tres bonne correlation entre la formation du trehalose et l'expression de GGS1 
d'une part, et entre la mobilisation du trehalose et la repression de GGS1 d'autre part. Le gene GGS1 

40 apparait §tre reguie de la m§me fagon que les genes CTT1, UBI4, HSP12, ADH2 et SSA3, qui eux aussi 
sont soumis a un controle combine* par le glucose et I'azote. Le controle du glucose est different de la voie 
principale de repression glucose des cellules de levure, qui n'est pas affected par la carence en azote. 

II est inteVessant de noter que le groupe de genes CTT1 est d€r€prim€ par une activite* basse et 
r^prime par une activity haute du systeme RAS adenylate cyclase/proteine kinase, conditions connues 

45 respectivement pour augmenter ou pour require la teneur en trehalose. En outre, on sait qu'un choc 
thermique peut induire l'expression de HSP12, CTT1 et UBI4 et provoquer une augmentation de la teneur 
n trehalose. L" analyse de t'influence de la temperature sur le niveau d'expression de GGS1 a ete 
entreprise. Pour ce faire, le gene LacZ (codant pour I'enzyme betagalactosidase) a ete mis sous le contrdle 
du promoteur de GGS 7, dans un vecteur multicopie (de type YEp) selon une technique classique (Guarente 

so L & Ptashne M 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, pp. 2199-2203 ; Rose M, Casadaban MJ & Botstein D 
1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, pp. 2460-2464). Le vecteur ainsi obtenu a ete clone dans une souche 
de type sauvage. Les souches ainsi transform^e ont ete mises en incubation & differentes temperatures 
(23 *C, 34 *C, 37 *C, 40 *C et 42 *C) pendant 30-70 minutes, puis I'activite betagalactosidasique mesuree. 
Cette experience a montre que dans les conditions d'un choc thermique et notamm nt a 37-40 'C, le 

55 promoteur de GGS1 induit une augmentation significative du niveau d'expression. Le gene GGS1 semble 
done se comporter comme un gen d type Heat Shock. 

En general, la correlation entre la teneur en trehalose et l'expression de GGS1 apparatt tres forte. Le 
niveau d'expression faible de GGS1 pendant la fermentation dans un milieu complet (glucose + azote) est 
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responsable au moins partiellement du faible niveau de trehalose dans ces conditions. En outre, la 
mobilisation rapide du trehalose d&s I debut de la fermentation des levures est du & la disparition rapide 
d I'ARN messager de GGS1. 

L'expression du g&ne GGS1 h partir d'un promoteur constitutif augmente I'expression du g&ne GGS1 
pendant la ferm ntation et mp§che la disparition rapide de son ARN m ssager pendant la phase 
d'initiation de la fermentation. Ceci entraTne un niveau de trehalose plus eieve et. par consequent, 
egalement un degrd de resistance au stress plus eieve pendant la fermentation et retarde la disparition 
rapide du trehalose et la perte de resistance au stress concomitante pendant la phase d'initiation de la 
fermentation. De plus son niveau d'expression n'est plus dependant de la temperature. 

Par ailleurs, comma alternative au changement de promoteur, la mutagen&se dirigee sur des sites 
particuliers du g5ne GGS1, par exemple afin de supprimer les sites de phosphorylation reconnus par la 
protein© kinase AMP cyclique dependante, peut §tre employee pour obtenir Teffet souhaite. II en est de 
m§me de la manipulation genetique specifique de la region 3' aval du g£ne afin d*emp§cher la degradation 
du messager induite par les nutriments. 

Pour eviter les effets secondares de la surexpression du g&ne GGS1 sur d'autres parties du 
metabolisme, comme la vitesse de fermentation, Tailzie gg$1-3ou d'autres alfeles aboutissant & des 
proprietes phenotypiques similaires, peuvent §tre utilises. L'all&le ggsl-3 

(tableaux 1A et 1B) tout en 6tant deficient dans les fonctions de contrSle de regulations exerces par GGS1, 
par exemple, I'inhibition feed-back du transport du glucose. L'allfele ggs/-3pr6sent dans le fragment 
BamHI-Hindlll de 4,8 kb integre au vecteur Ylplac211 (= plasmide Ylplac211-ggs1-3) et clone dans la 
souche DH5-alpha d'Escherichia coli, a 6te depose le 4 mai 1992, au Centraalbureau voor schimmelcultu- 
res, Baarn, Pays-Bas, sous le numSro d'acc&s CBS 242.92. 

Exemple 1 

Ce premier exemple decrit le clonage de la region codante de GGS1 sous le contr6le des promoteurs 
forts ou constitutifs PDC1 et PGK. Le g£ne GGS1 et les promoteurs PDC1 et PGK ont et6 amplifies par PCR 
en utilisant I'ADN g^nomique provenant de la souche diplotde de levure M5 de type sauvage. selon une 
technique classique (Saiki RK, in PCR methods, a guide to methods and applications., Academic Press Inc., 
San Diego, 1990, pp. 13-20). Les oligonucleotides d'amorce 5* et 3' (primer 5' et primer 3 f ) employes pour 
la methode PCR sont indiques ci-dessous : 

1. Pour PDC1 : primer 5' -998 & -976 

5' GAAGGCCAAATCAAGGCGGGAAG 3' 

2. Pour PDC1 : primer 3' -14 & -34 

5 1 GCG GGATCCA CTGTGTTATTTTGCGTGAG 3 ' 
BamHI 

References 1 + 2 : Butler & Connell 1988, Curr. Gen., 14, pp.405-412 

3. Pour PGK : primer 5* -542 h -34 

5 1 GTC GGTACC GTGGCCTCTTATCGAGAA 3 ' 
Kpnl 

4. Pour PGK : primer 3* -31 k -50 

5 1 GTC GGATCC ATTACTTCCTTGATGATCTG 3 ' 
BamHI 

References 3 + 4 : Ogden et al 1986, Mol. Cell. Biol., 6, pp. 4335-4343 

5. Pour GGS1 : primer 5' 

5 ' CTG GGATCCA TAGAACTATGACTACGG 3 ' 
BamHI 
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6. Pour GGS1 : primer 3' 

5' GAC TCTAGA GTTATGCGGTGTGAACAGCG 3 1 
5 Xbal 

Remarque : il existe un site de restriction Kpnl dans le promoteur de PDC1 en aval du site de 
fixation du primer 5* 
Taille des fragments amplifies : 
io - Promoteur PDC1 : 881 pb (-14 k -894) 
- Promoteur PGK : 512 pb (-31 k -542) 
G&ne GGS1 : 1839 pb (-1 & -8 + 1488 pb de partie codante + 343 pb de sequences 3' non traduites). 

Les reactions PCR sont effectuees de la manure suivante : Dans un microtube k centrifuger de 500 
microlitres, sont ajoutes 10 microlitres de tampon pour Taq polymerase (100 mM Tris pH 8,4, 15 mM 
75 MgCk, 500 mM KCI, 0,1% W/V gelatine); 16 microlitres d'un melange des quatre dNTPs k 1,25 mM 
chacun ; les deux oligonucleotides d'amorce ou primers k une concentration finale de 1 micromole par litre 
chacun ; 1 microgramme d'ADN gdnomique total ; 2,5 U de Taq polymerase et de I'eau jusqu'& un volume 
final de 100 microlitres. 

Le tout est recouvert avec 50 microlitres d'huile min6rale. Le premier cycle comprend 7 minutes k 
20 94 * C, 90 secondes k 51 • C et 2 minutes k 72 • C. Apr&s ce cycle, on effectue 38 autres cycles comprenant 
1 minute k 94 *C, 1 minute k 51 *C et 90 secondes k 72*C. Dans le cycle final, les 6chantillons sont 
incubus pendant 3 autres minutes k 72 *C afin d'obtenir un ADN complet comprenant 2 brins. Les produits 
de PCR sont charges sur un gel agarose k bas point de fusion et s£par€s par eiectrophor&se. Les bandes 
interessantes sont isoiees et purifies par le kit de purification de I'ADN "Magic PCR Preps®" de Promega 
25 (2800 Woods Hollow Road, Madison, Wl 53711-5399, USA). Les fragments d'ADN purifies sont ensuite 
ligu€s et dig£r£s par les enzymes de restriction appropri€es. 

La region codant GGS1 est ensuite donee sous le controls des promoteurs PDC1 et PGK. Les 
plasmides YEplac195, YEplac181, Ylplac211 et Ylplac128 (Gietz RD & Sugino A 1988, Gene, 74, 527-534) 
ont ete digeres par les 2 enzymes de restriction BamHI et Xbal. Les fragments de vecteurs linearises ont 
30 ete purifies par eiectrophorfese sur gel. Le fragment GGS1 amplifie par PCR a ete dig6r6 par les m§mes 
enzymes et integre dans les memes vecteurs. Dans une seconde etape, les vecteurs contenant le g£ne 
GGS1 ont ete digeres par les enzymes de restriction Kpnl et BamHI et les vecteurs ont ete k nouveau 
epures par eiectrophorfcse sur gel. Les fragments PDC1 ou PGK amplifies par PCR ont 6te ensuite clones 
dans les vecteurs. 

35 En appliquant ces methodes, les vecteurs suivants ont ete obtenus pour la surexpression du gfene 
GGS1 : Ylp128PDC1/GGS1, Ylp128PGK/GGS1, YEp181PDC1/GGS1, YEp181PGK/GGS1 (cartographies en 
figure 7a) et YEp195PDC1/GGSl, YEp195PGK/GGS1, YIp211PDC1/ggs1, Ylp21 1 PGK/GGS1 (cartographies 
n figure 7b). Ces vecteurs ont servi k la transformation de la souche diplolfte M5. Les vecteurs du type 
Yip, contenant LEU2 ou URA3, ont prealablement ete linearises par EcoRV, qui coupe les g£nes LEU2 ou 

40 URA3 au niveau d'un site unique, puis integres par recombinaison homologue dans la copie genomique de 
r spectivement Ieu2 et ura3. Les transformants ont ete seiectionnes pour leur prototrophic k la leucine ou k 
I'uracile et testes k la fois par PCR et Southern Blot. La preparation et la manipulation des acides 
nucieiques, ainsi que la transformation de la levure ou d' Escherichia coli ont ete realises en utilisant des 
methodes classiques (Sambrook KJ, Fritsch EF & Maniatis T, 1989, Molecular cloning : A laboratory manual 

45 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New-York ; Sherman F, Fink GR & Hicks JB 1986, 
Methods in yeast genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, CSH, New-York). 

Par la suite, la mobilisation du trehalose induite par le glucose a ete mesuree dans les transformants. 
Pour ce faire, les transformants ont fait I'objet d'une culture sur YPG (2% bactopeptone, 1 % d'extraits de 
levure et 3% de glycerol) dans le cas de vecteurs integratifs (type Yip) ou SDglyc6rol-uracile (Sherman F et 

so al 1986, ibid.) dans le cas de vecteurs episomaux (type YEp). Les cellules ont ete recoltees k DO600nm 
d'environ 0,5 et remises en suspension dans un milieu de culture frais (YPG ou SDglycerol-uracile) k 30 • C. 
20 minutes aprfes la remise en suspension des cellules, du glucose est ajoute k la culture pour avoir une 
concentration finale de 100 mM et des echantillons sont preieves pour determiner la teneur en trehalose k 
des intervalles de temps differents. 

55 La figure 8 est un diagramme dont la courbe decrit la variation en fonction du temps de la teneur en 
trehalose de 3 souches transformees contenant ou non le g&ne GGS1 sous le contrdle d'un promoteur 
constitutif. Les souches suivantes ont ete testees : La souche M5 contenant le plasmide multicopie 
YEp195PDCl/GGS! (O), la souche M5 contenant le plasmide integratif monocopie Ylp211PGK/GGS1 (a) et 
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comm t£moin la souche M5 contenant le vecteur YEplac195 (•). 

C s r€sultats montr nt que la mobilisation du trehalose est fortement r^primde dans les souches 
contenant I gene GGS1 sous le controle d'un promoteur fort ou constitutif. Ces souches de levure 
transform^ sont done plus r^sistantes aux stress car leur teneur n trehalose st devenu partiellement 
5 independante de la presence de glucose et/ou d'azote. 

De manure surprenante, il a 6x6 constate que, dans les cellules transferases portant le g&ne GGS1 
sous promoteur PDC1 ou PGK t la Vmax (Vitesse maximale) caract6risant la cinetique d'entr£e du glucose 
dans les cellules, est double. Ceci devrait conduire k une augmentation de la vitesse de fermentation 
desdites souches. 

70 

Exemple 2 

Dans un second exemple Tailzie ggsl -3 
constitutif s dans les m§mes vecteurs utilises dans I'exemple 1. Pour ce faire, I'allele ggsl -3 

15 PCR en utilisant I'ADN du plasmide Ylplac211-ggs1-3 (d6p6t CBS n* 242-92). L'allfele ggs1-3 

introduit de la m§me manure que pr6c^demment decrit pour le gene GGS1 t dans le m§me jeu de vecteurs. 

Pour €viter le recours au genie g6netique dans la construction des souches, les souches de levures 
industrielles ou leur descendants haplolftes peuvent etre mutag^nis^s par des techniques classiques. Apres 
la mutag6nisation, les genes GGS1 avec leur propre promoteur sont isol£s et clones par PCR, en utilisant 

20 I'ADN genomique issu de clones provenant d'une cellule unique isolde parmi les cellules mutagdnisdes, et 
en introduisant , k chaque fois, le gene GGS1 obtenu dans une souche ggsl A. Les transformants qui en 
r£sultent peuvent ensuite §tre s£lectionn£s sur le critfere de mobilisation du trehalose induite par les 
nutriments ou sur la perte de resistance au stress induite par les nutriments. Si une mutation supprimant la 
mobilisation du trehalose induite par les nutriments ou la perte de resistance au stress induite par les 

25 nutriments est trouv£e, elle peut etre introduite dans le patrimoine genetique de souches industrielles par 
croisements successifs entre haploTdes descendants de souches industrielles de levures et les souches 
haplo'ides mutag€nis£es originelles ou une mutation inteVessante de GGS1 ou de son promoteur a 6t6 
trouv£e. Le devenir de la mutation dans la descendance peut etre suivi par PCR si le ph£notype recherche* 
ne s'exprime pas clairement dans les premieres generations de croisement. Le nombre de clones k tester 

30 au depart peut etre eventueliement r£duit par une premiere selection rapide des mutants originels montrant 
une resistance accrue au stress. Le test de resistance au stress consiste k faire subir k une culture de 
cellules un choc thermique de 50*C pendant 10 minutes au bain-marie, puis k refroidir rapidement la 
culture sur glace et enfin k effectuer un denombrement des survivants. 

Le m§me principe est applicable aux souches contenant I'allele gg$1-3.Ua\\b\e ggs1-3peut §tre 

35 introduit par des croisements successifs dans le genotype de souches industrielles ou leur descendants 
haplo'ides. 

Exemple 3 

40 La deletion ou la manipulation specif ique du gene GGS1 ou d'un ou plusieurs autres composants du 
complexe general senseur de glucose supprime retape limitante principale de la fermentation. La surex- 
pression de genes dans ces nouveaux mutants de deletion augmente la vitesse de I'ensemble du 
processus general de fermentation des levures. 

A titre d'exemple, le produit du gene FPS1 retablit la vitesse de fermentation initiale, mesuree grace k 

45 la production d'ethanol, dans le mutant ggs1~ 1 

TABLEAU 2 



Formation d'ethanol dans des souches ggsl- 1 


Souches 


Formation d'ethanol (micromole/DO600nm) 


30 min. 


60 min. 


LVA1531 (ggsi-i) 
LVA4012(ggsf-/ 


0,85 


2,60 



Pour obtenir I s r£sultats du tableau 2, la souche ggsl- 1 
mill u YPD (2% bactopeptone, 1% d'extraits de I vure et 2% de glucose), puis diluee dans du milieu YPD 
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frais et enfin cultivde k nouveau jusqu'a i'obtention d'une suspension de cellules de DO600nm = 0,5. Les 
c llules ont alors 6t6 r6colt£es par centrifugation, Iav6es avec du milieu YPD frais et resuspendues dans du 
milieu YPD frais. Pour la souche ggsl- 1, 

de galactose) a 6t6 utilise sauf au niveau de la remise en suspension finale qui a 6t6 €galement faite dans 
du milieu YPD. La production d'6thanol a 6x6 mesurge dans les cultures r mises en suspension en 
pr€levant des parties aliquotes k des intervalles de temps donnas, en s£dimentant les cellules et en 
determinant la teneur en 6thanol au moyen du kit "Ethanol test®" de Boehringer (N* catalogue 176290). 
Les souches utilises ont 6\6 LVA1531 (gg$1-1)e\ LVA4012 = LVA1531 + pFPSl (YEplac195/URA3 + 
FPS1 sur un fragment Sall-Hindlll), le gfene FP$1 6tant d£crit et sequence dans la reference suivante : Van 
Aelst L, Hohmann S, Zimmermann K f Jans AWH & Thevelein JM 1991, EMBO J. f 10, pp. 2095-2104. 

Le mutant ggs1-1a une production d'£thanol r£duite parce que le d£but exag6r£ment actif de la 
glycolyse perturbe l'6quilibre d6licat entre la premiere et la seconde moiti£ de la chatne glycolytique, 
conduisant k une diminution rapide du phosphate et de I'ATP. 

La presence du g&ne supresseur FPS1 augmente k nouveau la vitesse de la glycolyse. Apparemment, 
le facteur limitant qui semble §tre la disponibilitg du phosphate libre ndcessaire k la reaction catalyse par 
■a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, est au moins partiellement lev£e par le supresseur FPS1, 
dont on pense qu'il code pour une proline de transport des phosphates (figure 3). 

Une augmentation supplgmentaire de la vitesse de la glycolyse peut §tre obtenue par une surexpres- 
sion plus grande du g§ne FPS1 et/ou la surexpression de g&nes disposes en aval de la glycolyse, par 
xemple, apr&s l'6tape fructose 1 ,6-bisphosphate. De fagon similaire, la meme augmentation de la vitesse 
de fermentation peut §tre obtenue en introduisant une ou plusieurs mutations ponctuelles sp£cifiques dans 
le gkne GGS1, son promoteur (dont on a vu que le changement pouvait induire un doublement de la Vmax 
caract£risant la cingtique d'entrge du glucose dans les cellules), sa sequence 3'-flanquante ou dans un ou 
plusieurs autres composants du complexe g£n£ral senseur de glucose. Ceci aura un effet plus limits sur le 
transport du glucose et provoquera en lui-meme (et ggalement en combinaison avec les autres manipula- 
tions d€crites ci-dessus) une augmentation de la vitesse de fermentation. 

L'effet du clonage dans le mutant ggs1-1 des gfenes FPS1 (souche LVA4012 : ggs1-1 + pFPSl) et 
GGS1 (souche LVA4020 : ggs1-1 + pGGS1) sur les activity invertase et alpha-glucosidase a 6galement 
6t6 6\ud\6e. Les cellules de levure ont 6t6 cultiv£es sur le milieu glucose YPD et les activitSs enzymatiques 
mesur£es sur des cellules en phase exponentielle de croissance (en presence de glucose) et des cellules 
d£r€prim£es (milieu 6pu\$6 en glucose). Des m&hodes standard de determination des activit£s sp£cifiques 
enzymatiques ont 6*6 employees pour I'invertase (Golstein A & Lampen JO 1975, Methods Enzymol., 42C, 
pp. 504-511; Celenza JL & Carlson M 1984, Mol. Cell. Biol., 4 , pp. 49-53) except^ que la mesure a 6t6 faite 
k pH 5,1 et k 37 *C; de memo que pour I'activitS alpha-glucosidase (Zimmerman FK et al 1977, Mol. Gen. 
Genet, 151, pp. 95-103). Les rgsultats obtenus (tableau 3) montrent que GGS1 restaure l'effet de 
repression par le glucose sur les deux systfemes enzymatiques, tandis que FPS1 ne le restaure pas ou 
seulement partiellement. De mani&re surprenante, il a 6X6 constate que le clonage de FPS1 dans un mutant 
ggsl entraine une augmentation considerable de I'activitg invertase et une augmentation importante de 
I'activite alpha-glucosidase par rapport aux deux autres souches testes. 
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TABLEAU 3 



5 


Effet du clonage de FPS1 ou GGS1 dans un mutant ggs1-1 sur les activit6s sp£cifiques invertase et 
alpha-glucosidase exprim£es en nmol/min/mg de prolines 






Activity spgcifique invertase 


Activity spgcifique alpha-glucosidase 






A 


B 


A 


B 


10 


type sauvage 
(SP1) 


107 


1676 


16,4 


45,2 




ggsi-1 + 

pFPS1 

(LVA4012) 


30333 


31995 


60,8 


83,6 


15 


ggs1-1 + 

pGGS1 

(LVA4020) 


329 


1989 


18.2 


77,8 


20 


A) Cellules en phase exponentielle cultiv£es sur glucose 

B) Cellules d£r£primges (glucose £puis£) 



Revendlcations 

25 1- Souche de levure transform^ de manifere fe poss6der une resistance au stress et/ou un metabolisms 
des sucres different comme notamment un pouvoir fermentatif am6lior6, caract6iis6 par le fait d'une 
part que cette souche possfede par rapport fe une souche non transform^ une modification d'au moins 
un de ses systfemes g£n€raux senseurs de glucose composes au moins : 

- d'une proline ayant une fonction de senseur g£n£ral de glucose cod£e par le gfene GGS1 ou un 
30 gfene similaire ; 

- d'une proline transporteur membranaire (permease) du glucose & faible affinity ; 

- d'une sucre kinase ; 

et par le fait d'autre part que la modification du ou des gfenes codant pour ces prolines, et/ou de leur 
promoteur, et/ou de leur sequence 3*-flanquante. conffere Si la souche transform^ des nouvelles 
35 propri£t£s pour sa production et/ou son utilisation comme levure & usage industriel. 

2. Souche de levure transform^ selon la revendication 1, caract6ris6e par le fait qu'elle possfede par 
rapport & la souche non transform^ une modification d'au moins un de ses gfenes GGS1 ou de ses 
alleles ou des gfenes ayant, au moins partiellement, la m§me fonction que ce gfene GGS1, ou de leur 

40 promoteur ou leur sequence 3'-flanquante. 

3. Souche de levure transform^ selon les revendications 1 ou 2 caract£ris6e en ce qu'un ou plusieurs 
gfenes GGS1 ou ses allfeles ont 6x6 mis sous promoteur constitutif rendant son expression au moins 
partiellement ind6pendante de toute regulation par le glucose et/ou I'azote presents dans le milieu ou 

45 sous tout autre promoteur, comme les promoteurs forts, inducibles ou conditionnels. 

4. Souche de levure transform^ selon la revendication 3, caract£ris6e en ce qu'un ou plusieurs gfenes 
GGS1 ou ses allfeles ont 6t6 mis sous promoteur PDC1 ou PGK. 

50 5. Souche de levure transform6e selon I'une quelconque des revendications pr£c6dentes, caract£ris6e en 
ce qu'au moins un gfene GGS1 et/ou son promoteur et/ou sa sequence 3'-flanquante, est mute de 
manifere fe ce que sa transformation entraTne sp6cifiquement une activation de la synthfese du trehalose 
et/ou une inactivation au moins partielle de la mobilisation du trehalose. 

55 6. Souche d levure transform^ selon I'une quelconque des revendications pr£c£dentes caract§ris£e en 
c que la mutation du ou des gfenes GGS1 est identique h celle de Tallfele gg$1-3. 
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7. Souche de levure transformee selon Tune quelconque des revendication 1 Si 5 caracterisee en ce que 
la mutation d'au moins un des g&nes GGS1 ou ses alleles ou ses Equivalents porte sur ses sites de 
phosphorylation. 

5 8. Souche de levure transform^ selon Tune des revendications precedentes, caracterisee par le fait 
qu'elle est plus r^sistante au stress que la souche non transformee, soit qu'elle acquiert dans les 
mdmes conditions de culture une plus grande resistance au stress, soit que la parte de sa resistance 
au stress est retardde, soit qu'elle cumule ces deux proprietes. 

jo 9- Souche de levure transformee selon la revendication 8, caracterisee par le fait que sa resistance au 
stress est ind£pendante ou moins dependants du glucose et/ou de I'azote presents dans son milieu de 
culture ou de fermentation. 

10. Souche de levure transformee selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle permet une 
75 entree plus rapide du glucose mais & une Vitesse telle que la glycolyse soit assuree. 

11. Souche de levure transformee selon la revendication 10, caracterisee en ce que les genes de la 
glycolyse ou les genes codant pour des transporters de phosphate sont surexprimes ou renforces 

20 12. Souche de levure transformee selon I'une des revendications 10 ou 11, caracterisee en ce que le gftne 
FPS1 est surexprime ou renforce. 

13. Souche de levure transformee selon Tune quelconque des revendications 10 k 12, caracterisee en ce 
que la souche de levure transformee presente par rapport h la souche non transformers une 

25 augmentation de son activite fermentative determines par la vitesse de transformation des sucres 
presents en ethanol et en gaz carbonique et/ou un taux de croissance ameiiore. 

14. Souche de levure transformee selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la transformation 
du systfcme general senseur de glucose est dirigee de maniere & obtenir un changement specifique 

30 des signaux de regulation induits par la presence de glucose et/ou les signaux de regulation 
commandant le metabolisme des sucres. 

15. Souche de levure transformee selon la revendication 3, caracterisee en ce que le gene GGS1 ou un de 
ses alleles est place sous le controle d'un promoteur constitutif de maniere & ce qu'il soit un marqueur 

35 de selection dominante positif associe k tout autre transformation par ADN recombinant d'une souche 
de levure industrielle. 

16. Souche de levure selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce que les 
transformations desires de la souche de depart sont realisees par une autre methode que la 

40 recombinaison genetique par ADN transformant. 

17. Souche de levure selon la revendication 16, caracterisee en ce que la souche de levure ayant les 
modifications recherchees de son genome, est susceptible d'etre obtenue par le procede consistent & 
mutageniser par des techniques classiques les souches de levures industrielles de depart ou leurs 

45 descendants haploTdes, & isoler par PCR dans les souches mutees les alleles GG$1 sous leur propre 
promoteur, h introduire lesdits alleles dans une souche gg$1A, h seiectionner les transformants qui en 
resultent selon les criteres recherches, et & croiser, par croisements successifs, le mutant haplolMe 
ayant Tailzie de GG$1 portant les proprietes desirees avec des haplo'KJes de la souche industrielle de 
depart, jusqu'& obtention d'une nouvelle souche industrielle ayant garde I'ensemble de ses proprietes 

so interessantes de depart et possedant en plus les nouvelles proprietes conferees par I'allele de GGS1 
ainsi seiectionne. 

1a Souche de levure selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterisees en ce que la 
souche de levure appartient avantageusement & I'espece Saccharomyces cerevisiae. 

55 

19. Souche de levure selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle 
est de preference une souche de levure de panification. 
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20. Souche de levure de panification selon la revendication 19, caract6ris6e en ce qu'elle est plus 
rgsistante au stress, c'est-a-dire qu'elle possfede Tune au moins des caracteristiques suivantes par 
rapport a la souche non transform^ cultive dans I s memes conditions : 

- meitleure nSsistanc au s^chage; 

5 - meilleure resistance aux chocs osmotiques, notamment dans les pates sucrSes; 

- meilleure resistance a la congelation; 

• meilleure survie dans les pStes boulang&res congeiees ou de preference plusieurs de ces 
caracteristiques. 

70 21. Souche de levure de panification selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'elle poss&de par 
rapport a la souche non transform^ cultiv^e dans les m§mes conditions, au moins Tune des proprietes 
suivantes : 

- une teneur plus importante en trehalose ; 

- un retard dans la mobilisation du trehalose. 

15 

22. Utilisation d'une souche de levure selon les revendications precedentes, en panification ou production 
d'alcool ou production de boissons, ou production de prolines necrologues, ou production de 
biomasses de levures. 

20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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-793 TTTrrTAAACGTATATACATCTCTACATGTGTGTTTTTCT -757 

-75« TTTTW ACCTACCTATACCCACCT AT AT ATCCAT AATCCCTAATTC AAAAAAAAA 4 A fcfi AAA* -*94 
-•"« A GA TC A A CCAACACATC*PCCTCCCCACA^^ -Ml 

-M7 c n u re i> r >>A fi M c mccJUtt>c*cTt^ -sos 

•M< grrCATCCTCl IL 1 1C 1 1 IL U HUU IG TCACCCCTCATAOCCATA1 C 1 ICCIUI TCT tCT -442 

CACCTC ACCGC lul 1 1 ATAA06CCATT C A CC A G C C ATCCOGCCTAGAGTG CC AC ^^ -31ft 
->1S C A C A G C C ACC CCCCICCMX CTCAT CC C C AOC C ^ -253 

-252 GnrkcncccKKhacAGaaouxjiiGGhct^^ -190 

-199 TTCTCsCTATGT AT AT AT AC AC AC. Aft *TT AAOOCCT ACAGCCGCC TGU T AGACATTCATTAAC -127 
-12« TTGGT ACTCTT ATCTTCTC AATTCA C 1 1 1 HG 1 CACI UCI 111 U.H AT>fcfiT ACCCACCTAA -«4 
CT AA/ s" A A C A A A fX* A fflsT TAACAAACTACCTACTCAC^ -1 

1 Met Thr Thr Asp Asa Als Lya Al« Cln Leu Thr tar B«r tar Cly Gly 1ft 
1 ATC ACT ACG GAT AAC OCT AAG GOG CM CTC ACC TOG TCT TCA GGG OCT 41 

17 Aan II* Um V«l Val tar Asn Arg Leu Pro Val Thr II* Thr Ly« Asn 12 
49 AAC ATT ATT CTC CTG TCC AAC AGG CTT CCC CTC ACA ATC ACT AAA AAC •( 

32 tar tar Thr Gly Gla Tyr Clu Tyr Als Met tar tar Gly Gly Leu Val 41 
97 AGC ACT ACC CCA CAC TAC GAG TAC CCA ATC TCC TCC CCA GOG CTG CTC 144 

49 Thr Als L*u Clu Gly Leu Lys Lys Thr Tyr Thr Pn* Lya Trp Ph* Gly C4 
145 ACG CCC TTC CAA GGG TTC AAC AAG ACG TAC ACT TTC AAG TCC TTC CCA 192 

•5 Trp Pro Gly Lau Clu II* pro Asp Asp Clu Lya Asp Cln Vsl Arg Lya 90 
193 TCC OCT GGG CTA GAG ATT OCT CAC GAT GAG AAC CAT CAC CTG AGG AAC 240 

91 Asp Lau Lau Clu Lys Ph« Aan Ala V«l Pro II* Ph* Leu S*r Asp Clu 9< 
241 CAC TTC CTC CAA AAG TTT AAT GCC CTA CCC ATC TTC CTG ACC GAT CAA 291 

97 II* Ala Asp Lau Bia Tyr Aan Gly Ph* tar Asn S«r II* L*u Trp Pro 112 
299 ATC CCA CAC TTA CAC TAC AAC GOG TTC ACT AAT TCT ATT CTA TGG CCC 33ft 

113 L*u Pb* Bis Tyr Hla Pro Cly Clu II* Aan Ph* Asp Clu Asn Ala Trp 121 
337 TTA TTC CAT TAC CAT CCT GOT GAG ATC AAT TTC CAC GAG AAT CCC TCC 394 

129 Leu Als Tyr Aan Clu Ala Asn Cln Thr Ph* Thr Asn Clu II* Ala Lya 144 
395 TTC CCA TAC AAC GAG CCA AAC CAC ,%CC TTC ACC AAC GAG ATT OCT AAG 432 

145 Thr Net Aan Bia Aan Asp Lau II* Trp Val Bis Asp Tyr Bis L*u Mac 140 
433 ACT ATG AAC CAT AAC CAT TTA ATC TOG CTC CAT GAT TAC CAT TTC ATC 490 

191 Lau Vsl Pro Clu Hat Lau Arg Val Lys II* Bia Glu Lys Gin Lau Gin 17ft 
491 TTC CTT CCC GAA ATC TTC ACA CTC AAC ATT CAC GAG AAG CAA CTG CAA 529 

177 Asn Val Lys Val Gly Trp Ph* Lau Bis Thr Pro Ph* Pro S«r f«r Glu 192 
529 AAC CTT AAG GTC GGG TGG TTC CTC CAC ACA CCA TTC CCT TCC ACT GAA 57ft 

193 II* Tyr Arg 11* Lau Pro Vsl Arg Cln Glu XI* Leu Lys Cly Vsl Lau 201 
577 ATT TAC AGA ATC TTA CCT CTC ACA CAA GAG ATT TTC AAG OCT CTT TTC 924 

209 tar Cya Asp Lau Vsl Cly Ph* Bis Thr Tyr Asp Tyr Als Arg Bis Ph* 224 
•25 AGT TCT CAT TTA GTC GGC TTC CAC ACA TAC CAT TAT CCA ACA CAT TTC 972 

225 Lau tar S*r Vsl Cln Arg Vsl Leu Asn Vsl Asn Thr Lau Pro Asn Cly 240 
•7 3 TTC TCT TCC CTC CAA ACA CTC CTT AAC CTC AAC ACA TTC CCT AAT GCC 720 

241 Vsl Clu Tyr Cln Cly Arg Ph* Vsl Asa Val Cly Als Ph* Pro II* Gly 25ft 
721 CTC GAA TAC CAC CCC ACA TTC CTT AAC CTA CCC GCC TTC CCT ATC GCT TCI 

257 II* Asp Vsl Asp Lys Ph* Thr Asp Cly Lau Lys Lys Clu tar Vsl Gin 272 
7ft9 ATC CAC GTC CAC AAG TTC ACC GAT COG TTC AAA AAG GAA TCC CTA CAA lift 

273 Lya Axg II* Cln Cln Lau Lys Clu Thr Ph* Lys Cly Cya Lya II* II* 294 
917 AAC ACA ATC CAA CAA TTG AAG GAA ACT TTC AAC GCC TCC AAC ATC ATA 9«4 

299 Vsl Gly Vsl Asp Arg Lau Asp Tyr II* Lya Gly Vsl Pro Gla Lys Lau 304 
9CS CTT GCT CTC CAC AGG CTC CAT TAC ATC AAA OCT CTG CCT CAC AAG TTC 912 

90S Bis Als Mat Glu Val Ph* Lau Asn Glu Bis Pro Clu Trp Arg Gly Lya 320 
913 CAC GCC ATG GAA GTC TTT CTG AAC GAG CAT CCA GAA TGG AGG GGC AAG 990 

321 Vsl Vsl Leu Vsl Gin Vsl Als Vsl Pro S«r Arg Gly Asp Vsl Glu Clu 339 
941 CTT CTT CTC CTA CAC CTT CCA CTC CCA ACT OCT CCA GAT CTG GAA CAC 1009 

337 Tyr Gla Tyr Lau Arg S*r Val Vsl Asn Glu Lau Vsl Gly Axg II* Asn 352 
1009 TAC CAA TAT TTA ACA TCT CTC CTC AAT CAC TTC GTC GCT ACA ATC AAC 105ft 

353 Cly Cln Ph* Gly Thr Vsl Glu Ph* Vsl Pro II* Bis Ph* Hat Bia Lya 399 
1057 GCT CAC TTC GCT ACT CTG GAA TTC GTC CCC ATC CAT TTC ATC CAC AAG 1104 

3«9 Scr III Pro Ph* Clu Glu Lau II* tar Lau Tyr Ala Val Bar Asp Vsl 394 
1105 TCT ATA CCA TTT GAA GAG CTC ATT TCC TTA TAT GCT CTC ACC GAT CTT 1152 

345 Cya Lau Vsl S*r tar Thr Arg Asp Gly Mat Asn Lau Val S*r Tyr Glu 400 
1153 TCT TTC CTC TCC TCC ACC OCT GAT CCT ATC AAC TTC CTT TCC TAC CAA 1200 

401 Tyr II* Als Cys Cln Clu Clu Lys Lys Gly S*r Lau II* Lau S«r Clu 41ft 
1201 TAT ATT CCT TCC CAA CAA GAA AAG AAA GCT TCC TTA ATC CTC AGT CAC 1249 

417 Ph* Thr Cly Ala Als Gin S*r Lau Asn Cly Als II* II* Vsl Asn Pro 432 
1249 TIC ACA OCT GCC CCA CAA TCC TTG AAT OCT OCT ATT ATT CTA AAT OCT 129ft 

433 Trp Asn Thr Asp Asp Lau tar Asp Als II* Asn Glu Als Lau Thr Lau 449 
1297 TGG AAC ACC CAT GAT CTT TCT GAT CCC ATC AAC GAG GCC TTC ACT TTG 1344 

449 Pro Asp Vsl Lys Lya Clu Vsl Aan Trp Glu Lya Lau Tyr Lya Tyr 11* 4ft4 
1345 CCC CAT CTA AAC AAA CAA CTT AAC TCC CAA AAA CTT TAC AAA TAC ATC 1392 

4C& ttr Lys Tyr Thr S«r Als Ph* Trp Gly Glu Asn Ph* Vsl Bis Clu Lau 490 
1393 TCT AAA TAC ACT TCT CCC TTC TOG GCT CAA AAT TTC GTC CAT GAA TTA 1440 

441 Tyr 9«r Tbr S*r far tar 9*r Thr Scr tar tar Als Thr Lys Asn ••• 499 
1441 TAC ACT ACA TCA TCA ACC TCA ACA ACC TCC TCT GCC ACC AAA AAC TCA 1449 

14a * TCA AC CCC ATCC AJUttCACACCATCCT^ 1553 

££1™""™^^ ins 

lftlft CCTATTCCTTAACOCC 1 0 t C T C T A CCCC T C TT ACTCAAOCTCCCCAAGTA C I I II I ll ACOCT 1979 
ir » ATACC CCClLlllMLlLIS-»Lfllt.tlM- r C M C£i a gtU. TesT r i i ■ 1 1 . .. * - * M e *<j *M 1741 
1742 CAATfta M a fl AaAaA fX AAAT r aA fT aA m AAA ^ 1799 
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